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RESUMO

Conhecer a diversidade genética dos clones promissores do programa de
melhoramento genético da seringueira e estimar a divergéncia genética entre eles é de
grande utilidade para direcionar futuros cruzamentos. Ao todo, 40 clones de H.
brasiliensis foram coletados além de sete espécies adicionais, totalizando 52 novos
gendtipos genotipados. Optou-se por utilizar EST-SSRs oriundos de sequéncias
expressas (microssatélites génicos) para acessar a diversidade genética dos
materiais. A estrutura genética dos clones foi avaliada segundo as distancias
genéticas modificadas de Rogers, e 0 agrupamento por UPGMA (dendrograma). Os
gendtipos foram divididos em dois grandes grupos, um formado por genétipos
brasileiros e outro grupo formado por genotipos malaios. Esta separacdo em grupos
pode indicar que os programas de melhoramento genético desenvolvidos aqui no
Brasil e na Malasia podem estar praticando pressfes de selecdo diferentes em seus
programas. Os clones PB235 falso e verdadeiro puderam ser diferenciados e
gendtipos aparentados contendo um mesmo parental masculino e feminino também
puderam ser distinguidos por esta analise. Houve também boa transferibilidade dos
locos analisados entre as demais espécies do género Hevea. Os microssatélites
génicos mostraram ser uma ferramenta poderosa para acessar a diversidade genética
de clones de seringueira.

ABSTRACT

The knowledge of the genetic diversity of elite clones from rubber tree genetic breeding
program is very important to estimate and direct future crosses. A total of 40 H.
brasiliensis clones were collected beside seven additional species, totalizing 52 new
genotypes. EST-SSRs selected from expressed sequences (genic microsatellites)
were used to access the genetic diversity between the materials. The genetic structure
of the clones was evaluated using Rogers modified genetic distances, and the UPGMA
coefficient (dendrogram).. Genotypes were divided into two large groups, one of them
constituted by Brazilian genotypes and the other by Malaysian genotypes.

1. Bolsista CNPq: Graduagdo em Ciéncias Biolégicas, Unicamp, Campinas-SP, [karlineu@yahoo.com.br
2. Colaboradora: Doutorado em Agricultura tropical e subtropical, IAC, Campinas-SP

3. Orientadora: Pesquisadora, Centro de P&D de Recursos genéticos Vegetais, IAC, Campinas-SP

4. Co-orientador: Pesquisador, Programa Seringueira, Embrapa/IAC, Campinas-SP



This separation may indicate that different selection pressures might have been applied
in the Malaysian and in the Brazilian breeding programs. The true and false PB235
clones could be differentiated as well as the genotypes having a common male or
female parent. There was a good transferability from the analyzed loci for the other
species of the Hevea genera. Genic microsatellites showed to be a powerful tool for
accessing the genetic diversity among rubber tree clones.

INTRODUCAO

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg.] espécie nativa da
Amazobnia, pertencente a familia Euphorbiaceae é a maior fonte de borracha natural do
mundo, matéria-prima de grande importancia em diversos setores industriais e de
gualidade superior ao produto sintético.

Segundo Gongalves et al (2002), a despeito de ser o berco da espécie e principal
produtor e exportador no final do século XIX, o Brasil passou a condi¢do de importador
dessa matéria prima no inicio do século passado.

Dados do IRSG (2008) revelam que em 2007 a producdo mundial de borracha natural
atingiu 9.873 mil toneladas, das quais o Brasil contribuiu, apenas, com 107,8 mil
toneladas, cerca de 1% do total. Nesse ano o consumo nacional foi de 286,4 mil
toneladas, ou seja, importou-se mais de 60% da borracha consumida no pais.

Programas de melhoramento genético tém sido fundamentais para o aumento de
producdo e obtengdo de outros caracteres desejaveis nas mais diversas culturas. A
seringueira por ser uma cultura perene, tem um longo ciclo de melhoramento
(Priyadarshan & Clement-Demange, 2004; Marques et al., 2002 e Tan, 1987), pelo fato
de envolver diversas etapas de avaliacédo e sele¢do. Segundo Gongalves et al. (1988)
€ necessario cerca de 30 anos para completar o ciclo, partindo-se da polinizacdo
controlada a recomendacéo final de um clone. Com o intuito de reduzir esse periodo,
varios autores (Subramanian, 1980; Tan et al. 1981; Marques & Gongalves, 1990),
consideram que qualquer mudanca que possa ser feita para reduzir o ciclo de
melhoramento sem reduzir o ganho genético pode resultar em um programa mais
eficiente.

Conhecer e utilizar a diversidade genética existente é a base de qualquer programa de
melhoramento genético que envolva hibridacdes. Para Vieira et al. (2005) é de
fundamental importéncia que o melhorista conheca profundamente o germoplasma
disponivel, em termos de desempenho agronémico por si sO, capacidade de
combinacdo e dissimilaridade genética (divergéncia), sendo que a estimativa da
dissimilaridade genética cresce em importancia, pois quando combinada com o
conhecimento do comportamento por si s6 dos genitores pode ser uma alternativa a
realizacdo de cruzamentos dialélicos, na indicagédo de constituicbes genéticas com alta
capacidade de combinacéo.

A estimativa da divergéncia genética é feita a partir de estudos de diversidade
genética. Aguiar & Goncalves (2006) ressaltam que a exploracdo adequada da
variabilidade genética existente em diversos caracteres agrondmicos, por meio de
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polinizagbes controladas entre gendtipos com divergéncia genética satisfatoria,
aumentaria a eficiéncia do melhoramento genético para obtencdo de novos cultivares
de seringueira.

Em seringueira, a divergéncia genética foi estimada através de técnicas multivariadas
por Mydin et al. (1992), Paiva (1994) e Aguiar & Gongalves (2006) e através de
marcadores moleculares RAPD (Marqgues et al., 2002 e Ventakachalan et al., 2002) e
SSRs (Lekawipat, 2003. Estes ultimos foram considerados mais informativos e
robustos.

MATERIAL E METODOS

Cinguenta e dois clones de seringueira selecionados nos experimentos de avaliacdo
de clones do Programa de Melhoramento Genético do Instituto Agronémico (IAC) em
Campinas, SP (Tabela 1) foram coletados e utilizados. Esses genoétipos encontram-se
distribuidos em experimentos sob delineamento de blocos ao acaso, com trés
repetigdes, nos Polos Regionais de Pindorama e Votuporanga: Dia 24 de abril de 2009
coletou-se 17 materiais na Estacdo Experimental de Pindorama e 26 materiais foram
coletados na Estacéo Experimental de Votuporanga no dia 25 de abril de 2009.

Seis espécies diferentes de Hevea brasiliensis foram incluidas para verificagdo da
transferibilidade dos locos de microssatélites entre espécies do género Hevea tal como
demonstrado por Souza et al. (2009). DNA destas seis espécies (H. guianensis, H.
rigidifolia, H nitida, H pauciflora, H benthamiana, e H carmagoana) foram cedidos pela
Dra. Anete P. de Souza (CBMEG/UNICAMP) tendo sido coletados do CNSG da
Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus, AM).

Os locos obtidos por Feng et al. (2009) e utilizados neste estudo provém de uma
biblioteca de ESTs desenvolvida para andlise da expressdo de genes laticiferos por
Chow et al. (2007). Esta biblioteca foi obtida de arvores de H. brasiliensis de quinze
anos da Malasia e os cDNAs obtidos a partir de tecido de vaso laticiferos.

Amostras de folhas de cada um dos clones foram coletadas e congeladas em
nitrogénio liquido, liofilizadas por 72h (-60°C, 05 a 10 microns de Hg) e depois, moidas
em moinho mecanico (Ciclotec-1093 Sample Mill, Tecator). O pdé resultante esta
acondicionado e armazenado em freezer — 20°C. A extracdo do DNA foi realizada a
partir do p6 de cada amostra de acordo com a metodologia do CTAB descrita por
Hoisington et al. (1994), com modificacdes de acordo como referido no relatério
anterior. As reactes de amplificacdo foram preparadas contendo 100 ng de DNA, 1 U
de Tag-DNA polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,20 mM de cada dNTP e
0,8 uM de cada primer (forward e reverse), e 1x de tampao da enzima, num volume
total de 15 uL.As amostras amplificadas foram visualizadas em gel de agarose 3 %
corado com brometo de etidio. A genotipagem do material foi feita em poliacrilamida a
6%, corado com prata de acordo com (Creste et al. 2001).



RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1. Dendrograma gerado a partir das distancias modificadas de Rogers baseadas em
dados de 30 EST-SSRs utilizados na avaliagdo de 52 novos clones de seringueira.

Os trinta EST-SSRs utilizados para amplificar os clones de Hevea tiveram um valor
médio de PIC (0,58) compativel ao anteriormente estimado para aos microssatélites
gendmicos (0,57 em média) com 60 gendtipos de seringueira (relatério anterior).
Entretanto, enquanto naquela ocasido o PIC oscilou de 0,11-0,87, neste estudo o PIC
minimo foi de 0,22. Feng et al. (2009), utilizando o mesmo conjunto de EST-SSRs
encontraram valores inferiores de PIC, variando de 0-0,68 com media de 0,57. Embora
0s mesmos locos tenham sido utilizados nos dois estudos, a hetezigosidade do
material em questdo aqui é mais alta, o que expressa um maior poder de
informatividade associado a cada marcador. A distancia genética média foi de 0,66
(moderada). A maior distancia genética encontrada foi entre H. rigidifolia com o clone
IAC506 (0,97) seguida da distancia entre H. rigidifolia com o clone amazénico Fx2261,
resultante do cruzamento Ford.

De acordo com a analise de agrupamento dos gendtipos (Figura 1) com
microssatélites génicos, os gendtipos foram divididos em dois grandes grupos, um
formado por genoétipos brasileiros (IAC e Amazbnicos, Grupo 01) e outro grupo
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formado por gendtipos malaios. Esta separacdo em grupos pode indicar que 0s
programas de melhoramento genético desenvolvidos aqui no Brasil e na Malasia
podem estar promovendo um distanciamento genético entre estes clones por
praticarem pressdes de sele¢do diferentes em seus programas. Os EST-SSRs foram
muito eficazes da distincao de genotipos aparentados contendo um mesmo parental
masculino e feminino como € o caso dos gendtipos: 1) RRIM 710 e RRIM 713, que
tem os genitores RRIM 601 x RRIM 701 em comum; 2) RRIM 908 e RRIM 911, que
tem os genitores PB 5/51 x RRIM 623; 3) RRIM 915 e RRIM 919, que tem os genitores
RRIM 605 e PB 5/51.

Os clones PB235 falso e PB235 verdadeiro puderam ser diferenciados por esta
analise com os EST-SSRs exibindo uma distancia genética pequena (0,35). Em Souza
et al. (2009), 27 novos SSRs gendmicos foram obtidos de bibliotecas enriquecidas e a
diversidade genética de 31 gendtipos de H. brasiliensis além de seis espécies
selvagens (H. guianensis, H. rigidifolia, H nitida, H pauciflora, H benthamiana, e H
carmagoana) foi avaliada. Houve total transferibilidade dos locos testados neste
trabalho com as demais espécies do género Hevea.

Os resultados mostraram que 0s microssatélites génicos foram eficazes para traduzir o
conteudo de diversidade genética presente entre os clones de seringueira avaliados e
representam uma ferramenta poderosa para auxiliar o direcionamento de futuros
cruzamentos.

CONCLUSAO

Podemos supor que os microssatélites génicos desenvolvidos por Feng et al. (2009),
oriundos biblioteca de ESTs desenvolvida para andlise da expressdo de genes
laticiferos, tiveram condigbes de acessar de forma mais eficaz a diversidade genética
de clones de Hevea brasiliensis e também de espécies selvagens do que o0s
microssatélites anteriormente desenvolvidos que se basearam em sequéncias toatis
depositadas no NCBI sem considerar a origem das mesmas. Talvez uma explicagéo
para isto esteja no fato de que a maioria dos programas de Hevea utiliza como fator de
selecdo a questao da producdo de latex, e de certa forma estes locos de EST-SSR
estariam mais proximos das caracteristicas valorizadas e selecionadas nos programas
de melhoramento de seringueira, sendo portanto mais informativos e discriminatorios.
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